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［摘要］　目的：探讨肿瘤转移相关分子ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６在原发性肾透明细胞癌中的表达。方法：应用半定量ＲＴ

ＰＣＲ技术研究肿瘤转移相关分子ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６在肾透明细胞癌组织和癌旁组织中的差异性表达。结果：ＣＤ９９、

ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６在原发性肾透明细胞癌组织中的表达率分别为７２％、６０％和４８％，而对应癌旁组织中的表达率分别为

２８％、２４％和１６％，表达水平也明显不同。肾透明细胞癌组织中ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５和ＦＬＪ１３５７６３种基因的表达水平均显著高于

癌周组织（Ｐ＜０．０５）。结论：肿瘤转移相关分子ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６在肾透明细胞癌原发组织中的表达明显上调，可能

与肾细胞癌发生、发展密切相关，有望成为检测肾细胞癌的新的生物学标志。
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　　肾细胞癌（ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＲＣＣ）是最常见
的肾脏实质性恶性肿瘤（约占９６％），位居泌尿生殖
系统肿瘤的第２位（仅次于膀胱癌），占所有成人肿
瘤的３％，ＲＣＣ的发病率在欧洲和美国每年以３％的
速度增长［１］。在我国，肾细胞癌发病率和死亡率有
逐年上升的趋势，约３０％的肾细胞癌患者在就诊时

或手术后可能已出现转移，转移性肾细胞癌患者的
中位生存时间为８～１２个月。肾细胞癌对放疗与化
疗均不敏感［２］。临床上多数患者无任何自觉症状，
因此除定期体检外，如何早期发现肿瘤、术后如何监
测肿瘤是否复发以及如何与良性肾肿块鉴别是目前

肾癌诊疗过程的难点之一。肾透明细胞癌（ｃｌｅａｒｃｅｌｌ
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ｒｅｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａ，ｃｃＲＣＣ）尚无早期诊断和预后
预测指标。本实验室前期应用基因芯片研究非转移

ｃｃＲＣＣ与转移性癌的基因表达差异，确证 ＣＤ９９、

ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６基因在转移癌中高表达［３］，本研
究在原发性ｃｃＲＣＣ中进一步验证其表达情况，探讨
这些基因在ｃｃＲＣＣ发生和转移中的作用，为寻找

ｃｃＲＣＣ新的分子标志物提供依据。

１　材料和方法

１．１　主要仪器和试剂　ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ２２３３１Ｈａｍ
ｂｕｒｇＰＣＲ扩增仪、ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５４１７Ｒ低温离
心机、ＴＲＩｚｏｌ试剂、Ｐｒｏｍｅｇａ试剂盒、Ｔａｑｐｌｕｓ酶购于天
根生化科技有限公司。ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６引物
自行设计并由上海生工生物工程技术服务公司合成。
实验用器械如研钵、Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管等均用ＤＥＰＣ处理
以去除残存的ＲＮＡ酶。

１．２　标本来源　肾癌组织标本取自第二军医大学
长海医院泌尿外科和长征医院泌尿外科２００４年７
月至２００７年７月２５例行肾癌根治术的患者，其中
男性１６例，女性９例，年龄２９～７５岁，平均（５４．７±
３）岁。每例取癌及癌旁组织（距肿瘤切缘２ｃｍ）标本
各１份，切取标本后立即放入液氮冻存。所有标本
均经过病理检查证实，均为肾透明细胞癌，２２例为Ⅰ
期（Ｔ１Ｎ０Ｍ０），１例肾静脉有癌栓为Ⅲ期（Ｔ３Ｎ０Ｍ０），

１例肾门淋巴结转移为Ⅲ期（Ｔ１Ｎ１Ｍ０），１例Ｌ１椎体
有转移为Ⅳ期（Ｔ１Ｎ０Ｍ１）。

１．３　半定量ＲＴＰＣＲ检测相关基因表达

１．３．１　ＲＮＡ的提取　以 ＴＲＩｚｏｌ试剂提取肾癌和
正常肾组织总ＲＮＡ。液氮冻存组织放入研钵研磨，
加入ＴＲＩｚｏｌ试剂进行匀浆，氯仿抽提，异丙醇沉淀，

７５％（体积分数）乙醇清洗，干燥后，产物溶解于

ＤＥＰＣ水中，ＤＮａｓｅⅠ消化残量基因组 ＤＮＡ。经

ＸＩＮ ＭＡＯ ＵＶ７５０４ 紫外分光光度仪测得组织

ＲＮＡ的光密度（Ｄ）值为０．１４７～１．４１６，总ＲＮＡ（质
量）浓度为１．０５９～１０．２０４，Ｄ２６０／Ｄ２８０为１．８～２．２，
确定为没有ｍＲＮＡ降解。

１．３．２　ＰＣＲ引物设计　根据 ＧｅｎＢａｎｋ中公布的

ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６ 基因序列，采用 Ｐｒｉｍｅｒ
ｐｒｅｍｉｅｒＶ５．０和Ｏｌｉｇｏ５．０软件设计引物，由上海生
工生物工程服务有限公司合成。引物序列见表１。

１．３．３　逆转录和ＰＣＲ扩增　使用ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＡＧ
２２３３１Ｈａｍｂｕｒｇ扩增仪。Ｐｒｏｍｅｇａ试剂盒进行逆转
录（具体步骤参照试剂盒说明书），扩增ＣＤ９９、ＦＫ
ＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６基因，以βａｃｔｉｎ作为内参照，逆转录
体系反应条件：７０℃１０ｍｉｎ、４２℃ ６０ｍｉｎ、９５℃ ５

ｍｉｎ、４℃５ｍｉｎ。以逆转录产物为模板，利用４０μｌ
体系进行ＰＣＲ扩增。ＣＤ９９反应条件：９５℃预变性

３ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ、５８℃退火４５ｓ、７２℃延伸１
ｍｉｎ，２２次循环，末次循环后７２℃再延伸１０ｍｉｎ；

ＦＫＢＰ５反应条件：９５℃预变性３ｍｉｎ，９５℃变性４５
ｓ、６０℃退火４５ｓ、７２℃延伸１ｍｉｎ，２５次循环，末次循
环后７２℃再延伸１０ｍｉｎ；ＦＬＪ１３５７６反应条件：９５℃预
变性３ｍｉｎ，９５℃变性４５ｓ、５４℃退火４５ｓ、７２℃延伸１
ｍｉｎ，２５次循环，末次循环后７２℃再延伸１０ｍｉｎ。反应
完毕后取反应产物６μｌ加样，１．５％琼脂糖凝胶１２０Ｖ
电泳３０ｍｉｎ，溴化乙啶染色，观察结果。

表１　ＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＰＣＲＰｒｉｍｅｒｓ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ
（５′３′）

Ｌｅｎｇｔｈ
（ｂｐ）

ＣＤ９９

　Ｓ ＧＣＣＣＡＧＣＡＡＣＡＡＧＣＡＡＡＧＣＡＣＡＴ ４７９

　ＡｎｔｉＳ ＣＣＣＡＡＣＣＡＣＣＣＴＡＧＴＴＣＣＴＣＣＧ

ＦＫＢＰ５

　Ｓ ＧＧＧＡＡＴＧＧＴＧＡＧＧＡＡＡＣＧＣＣＧＡＴＧＡ ２４３

　ＡｎｔｉＳ ＴＴＴＡＧＧＧＡＧＡＣＴＧＣＣＡＧＣＣＧＡＧＣＣ

ＦＬＪ１３５７６

　Ｓ ＴＴＧＴＴＣＣＣＧＧＣＴＴＡＴＴＡＴＣＧＴ ２３６

　ＡｎｔｉＳ ＣＴＧＣＴＴＴＣＡＣＴＧＴＧＣＧＴＣＣＣＴ

βａｃｔｉｎ

　Ｓ ＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ ６２５

　ＡｎｔｉＳ ＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴＣ

１．４　统计学处理　统计学处理采用χ
２检验，Ｐ＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　肾透明细胞癌组织中各基因ＲＴＰＣＲ表达结
果　ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６基因在ｃｃＲＣＣ及癌旁
组 织 中 的 表 达 情 况 见 图 １。ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、

ＦＬＪ１３５７６在原发性ｃｃＲＣＣ组织中表达上调分别为

７２％、６０％和４８％，而下调为２８％、２４％和１６％，具
有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

２．２　ｃｃＲＣＣ及癌旁组织中相关基因表达的具体统
计　如表２所示，２５例病例中有２４例（９６％）可检测
到３种基因中的１种或１种以上的基因在癌组织中
表达上调，而在癌旁组织中下调；１３例（５２％）可检测
到３种基因中的２种或２种以上的基因在癌组织中
表达上调，而在癌旁组织中下调；６例（２４％）可检测
到３种基因在癌组织中均表达上调，而在癌旁组织
中下调。
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图１　肾细胞癌及癌旁组织中ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５和ＦＬＪ１３５７６的ＲＴＰＣＲ结果

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＣＤ９９，ＦＫＢＰ５，ａｎｄＦＬＪ１３５７６ｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｌｅａｒｃｅｌｌ

ｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｄｊａｃｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ
Ｎ：Ａｄｊａｃｅｎｔｔｉｓｓｕｅｓ；Ｃ：ｃｃＲＣＣ；Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ

表２　３条基因在２５例肾细胞癌及

癌旁组织中的表达结果

Ｔａｂ２　ＧｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＤ９９，ＦＫＢＰ５，

ａｎｄＦＬＪ１３５７６ｉｎｐｒｉｍａｒｙｃｌｅａｒｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａａｎｄｔｈｅ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｄｊａｃｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ

Ｇｅｎｅ Ｐ／Ｎ＝１ Ｐ／Ｎ＝０ Ｐ／Ｎ＝－１ Ｐ

ＣＤ９９ １８ ７ ０ ０．００２
ＦＫＢＰ５ １５ ６ ４ ０．０１
ＦＬＪ１３５７６ １２ ４ ９ ０．００５

　Ｐ／Ｎ＝１：Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｈａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ

ｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｄｊａｃｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ；Ｐ／Ｎ＝０：Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｇｅｎｅｅｘ

ｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓａｎｄｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｄｊａｃｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓｈａｓ

ｎｏｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ；Ｐ／Ｎ＝－１：Ｔｈｅｌｅｖｅｌｏｆｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒｔｉｓｓｕｅｓｉｓ

ｌｏｗｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｅｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｄｊａｃｅｎｔｒｅｎａｌｔｉｓｓｕｅｓ

３　讨　论

　　我们通过基因芯片技术，利用本实验室前期所作
的原位肾透明细胞癌与转移性癌的３组基因芯片，筛
选出在转移癌中表达上调３倍以上的人类肿瘤相关
基因ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６，推断这３条基因可能
与肾细胞癌的发生、发展有关。为验证该推断的可靠
性，本研究通过半定量ＲＴＰＣＲ实验，对ＣＤ９９、ＦＫ
ＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６基因在２５例肾细胞癌组织及癌旁组
织中的表达水平进行检测，结果显示，这３条基因在
肾细胞癌组织及癌旁组织中的表达水平具有显著差

异，再次提示ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６基因可能与肾
细胞癌的发生、发展密切相关。

　　ＣＤ９９蛋白是一个相对分子质量为３２０００的糖
基化跨膜蛋白，在大多数细胞表面表达。编码ＣＤ９９

的ｍｉｃ２基因位于 Ｘ 和 Ｙ 染色体短臂假染色体区
（ＰＡＲ）的Ｘｐ２２１３２ｐｔｅｒ和Ｙｐ１１ｐｔｅｒ上。ＣＤ９９蛋
白主要参与细胞间黏附、泡状运输、调节细胞骨架、
活化 Ｔ 细胞及调节细胞凋亡等［４５］。检测基因

ＣＤ９９对Ｅｗｉｎｇ肉瘤、原发性神经外胚瘤、淋巴母细
胞瘤、横纹肌肉瘤和软骨肉瘤等间叶组织肿瘤的诊
断有重要意义［６８］。ＣＤ９９最初应用于Ｅｗｉｎｇ肉瘤／

ＰＮＥＴ的诊断，被认为是一种相对特异性标志物［９］。

ＣＤ９９在肾细胞癌中表达的研究，国内尚未见文献报
道。本实验发现在癌组织中 ＣＤ９９ 上调 １８ 例
（７２％），下调７例（２８％），且差异显著。由于在多种
肿瘤中ＣＤ９９的表达都有较高的阳性率，故其可能
无一定的特异性，因此，我们认为将ＣＤ９９联合其他
分子标志物应用于肾细胞癌的诊断，可能会明显提
高诊断的敏感性和特异性。

　　ＦＬＪ１３５７６亦称为ＴＭＥＭ１６８（跨膜蛋白１６８）或

ＤＫＦＺｐ５６４ｃ０１２，位于７号染色体（７ｑ３１，３２），其功能
等方面的研究未见有关报道。本实验发现在癌组织
中ＦＬＪ１３５７６上调１２例（４８％），下调４例（１６％），且
差异显著，说明ＦＬＪ１３５７６对ｃｃＲＣＣ有一定的敏感
性，有望成为ｃｃＲＣＣ诊断的敏感分子标志物之一，
值得进一步研究。不足的是在本实验中ＦＬＪ１３５７６
上调虽明显高于下调，但对样本总体来说还不够高，
可能与样本量偏少、实验中未能进行定量ＰＣＲ测定
使结果的判断不够精确等条件有关，尚有待于扩大
样本量、改进实验条件以进一步研究。

　　ＦＫＢＰ是高度保守的伴侣分子蛋白家族，从原
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核生物到真核生物体内都有ＦＫＢＰ表达，而且不同
物种之间ＦＫＢＰ的同源性很高，提示ＦＫＢＰ在物种
进化过程中起着相当重要的作用。ＦＫ５０６结合蛋白
（ＦＫＢＰ５）属于亲免因子家族，因其具有结合免疫抑
制药物的能力，故也被称为肽酰脯氨酰顺反异构
酶，在免疫调节、蛋白质折叠和运输中起着十分重要
的作用。Ｊｉａｎｇ等［１０］在一项对神经胶质瘤的研究中

发现，ＦＫＢＰ５与ＮＦκＢ通路激活有关，ＦＫＢＰ５过度
表达时ＮＦκＢ亦被加强，ＦＫＢＰ５的表达被抑制后神
经胶质瘤细胞的生长也被抑制，ＦＫＢＰ５的过度表达
阻碍了细胞对雷帕霉素治疗的反应。ＦＫＢＰ５通过
调节ＮＦκＢ信号转导系统在神经胶质瘤细胞的发
生和抗药性方面起重要作用。Ｍｕｋａｉｄｅ等［１１］报道，

ＦＫＢＰ５能抑制结肠腺癌的增殖，可能与糖皮质激素
受体功能抑制有关。但有关ＦＫＢＰ５在肾细胞癌方
面的研究，国内尚未见文献报道。本实验发现在癌
组织中ＦＫＢＰ５上调１５例（６０％），下调６例（２４％），
且差异显著，我们认为ＦＫＢＰ５基因可作为ｃｃＲＣＣ
诊断的敏感分子标志物。近年来随着对ＲＣＣ分子
生物学研究的深入，认识到其发生发展与 ＶＨＬ基
因失活、ＨＩＦ异常上调、血管促进因子表达增加（如

ＧＬＵＴ１、ＶＥＧＦ、ＰＤＧＦ、ＥＰＯ、ＴＧＦα和碳酸脱水酶

Ⅸ等）、相关信号转导通路激活（如Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／

Ｅｒｋ及ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号转导通路）等多种因
素导致的肿瘤细胞增殖、肿瘤血管生成有关，以上多
种关键因子的高表达与肾癌特别是肾透明细胞癌的

预后有密切关系，这已成为肾细胞癌分子靶向治疗
的基础和作用靶点［１２１４］。既然ＦＫＢＰ５的表达和雷
帕霉素治疗的反应之间有一定的联系，而雷帕霉素
衍生物又是通过阻断 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号转导通路治
疗ＲＣＣ的分子靶向药物［１５］，我们推测 ＦＫＢＰ５在

Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号转导通路中起着一定的作用，值得
进一步研究。

　　本研究通过原位肾透明细胞癌与转移性癌的３
组基因芯片筛选出的在转移癌中表达呈显著上调的

人类肿瘤相关基因ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６，应用

ＲＴＰＣＲ技术，显示了ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６基
因在肾细胞癌组织中的表达水平比在正常组织的表

达水平显著上调，尤其结合３种基因的表达９６％的
肾透明细胞癌组织中可见１种或１种以上表达上
调；５２％的肾透明细胞癌组织中可见２种或２种以
上表达上调，从而提示ＣＤ９９、ＦＫＢＰ５、ＦＬＪ１３５７６基
因可能与肾细胞癌发生、发展有关；３种基因的联合
检测有助于肾透明细胞癌的早期诊断，但是否能成
为肾细胞癌诊断的特异性分子标志物，尚有待进一

步研究。
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